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<§) Reaktorfur mikrochemische bzw. mikrobiologische Synthesen 

@ Die Erfirtdung betrifft einen einfach aufgebauten Reak- 
tor fur die mikrochemische bzw. mikrobiologische Syn- 
these, der im Laborbetrieb eine erhebliche Vereinfachung 
und Beschleunigung der Syntheseschritte sowie eine Ver- 
ringerung des instrumentellen Aufwandes bei der Syn- 
these ermoglicht und der daruber hinaus fur die La bora u - 
tomatisierung und die Prozessierung groSer Probenzah- 
ien im ml-Bereich besonders geeignet ist. Sie umfaBt im 
wesentlichen eine Pipette mit einem Dosieransatz; in der 
Nahe ihres unteren, verengten Endes ist in der Pipette ein 
reakttver Trager mit mindestens einem immobilisierten 
Reaktionspartner vorgesehen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Reaktor fur mikrochemische 
bzw. mikrobiologische Synthesen gemaB der Gattung der 
Patentanspriiche. Sie ist insbesondere zur Anwendung auf 5 
dem Gebiet der hochparallelen chemischen Synthese be- 
stimmt. 

Es sind relativ groBlumige ReaktionsgefaBe zur Durch- 
fuhrung mikrochemischer Reaktionen bekannt, die aus ei- 
nem Behalter mit mindestens einer Offhung beslehen, wobei 10 
fiir Festphasenreaktionen die Offhungen mit Filtern oder 
Fritten abgedeckt sein konnen. Diese dienen der Vereini- 
gung mehrerer Stoffe in fester, geloster oder fliissiger Form. 
Zum Durchfuhren von Reaktionen mit liquiden Komponen- 
ten werden die flussigen Substanzen mit Hilfe einer Pipette is 
in das Reaktionsgefafi gefullt. In den letzten Jahren hat sich 
eine Entwicklung zur Vereinfachung des Laborbetriebs 
durchgesetzt; sie besteht in der Immobilisiemng eines Reak- 
tionspartners. Aufwendige Prazipitations- oder Extraktions- 
arbeiten sind damit iiberflussig. Das Durchfuhren der Fest- 20 
phasenreaktionen erfordert nur noch die Zufuhr von Losun- 
gen und anschlieBende Filtrations- oder Absaugschritte, um 
die in Losung befindlichen Reaktionspartner wieder zu ent- 
fernen. Das Verfahren ist relativ leicht zu automatisieren 
und eignet sich zur Bewaltigung groBer Probenzahlen im 25 
ml-Volumenbereich. Es wird heutzutage regelmaBig einge- 
setzt bei biochemischen oder chemischen Umsetzungen wie 
der Peptidsynthese, der Oligonukleotidsynthese, der kombi- 
natorischen Chemie, Bioassays wie ELISA oder RIA und 
der Chromatographic im "batch"- Verfahren, wie dem Ionen- 30 
austausch bei der DNA-Aufreinigung. 

Dabei werden iiblicherweise die Hiissigkeiten mittels Pi- 
petten dosiert. Die Festphasen befinden sich in einem GefaB 
mit oder ohne Filterboden. Aus der Produkt-Information 
AMS 422 der Firma Abimed (Postfach 11 11, 40736 Lan- 35 
genfeld) ist ein Einweg-DurchfluBreaktor mit eingelegter 
Fritte bekannt. Dieses System ist aber relativ groBvolumig 
und nicht fur eine Parallelisierung und Automatisierung ge- 
eignet Befindet sich die Festphase im GefaB mit Filterbo- 
den, werden Zenlrifugalkrafte oder ein Vakuum angelegt, 40 
um die Losungen von der Festphase zu trennen. Hierbei 
werden neben den Filtem auch Vorrichlungen zum Auffan- 
gen der Fliissigkeiten benotigt. Befindet sich die Festphase 
im GefaB ohne Filterboden, werden die Losungen durch Pi- 
pettierschriue entfemt, wobei dafur Sorge zu tragen ist, daB 45 
die Festphasen nicht in die Pipetten gelangen. Diese Proble- 
matik ftihrte beispielswcise zu der Entwicklung von Perlen 
mit magnetisierbarem Kern, welche sich durch das Anlegen 
eines Magnetfeldes zur GefaBwandung Ziehen lassen und 
somit weniger gefahrdet sind, durch den Pipetuerschritt er- 50 
faBt zu werden. 

Bekanntlich erlauben hochparallclc chemische Synthesen 
die Darstellung von Substanzbibliotheken in vergleichs- 
weise sehr kurzer ZeiL Solche Synthesen werden iiblicher- 
weise an einem festen Tragermaterial durchgefuhrt Dies er- 55 
leichtert die Aufarbeitung der Proben und das Verschieben 
des Reaktionsgleichgewichtes. Das Tragermaterial fur die 
Synthese besteht gemeinhin aus- chemisch modifizierten 
Polymerharzkugeln, Polymerharzblocken oder -schichten, 
oder Glasperlen bzw. -plaUen. 60 

Zwei Typen von hochparallelen Syntheseverfahren sind 
zu unterscheiden: die Synthese in der Mischung und die 
Synthese von vereinzelten Proben. Mischungs verfahren ha- 
ben den Nachteil, daB die Information uber die Identitat der 
Substanzen bzw. deren Syntheseprotokolle verloren geht 65 
und durch Resynthese und/oder aufwendige biologische 
Test verfahren wieder beschafft werden muB (Dekon voluti- 
ons verfahren). 


Einen Ausweg bietet die "mix-and-split" Synthese an. 
Hierbei werden Substanzbibliotheken mit dem Ziel erzeugt, 
pro Polymerharzkugel nur eine Substanz darzustellen. Die 
Identitat der Substanz kann abgeleitet werden, wenn genii- 
gend Material fur eine Analyse erhalten wird. Da die aus ei- 
ner Perle zu gewinnenden Substanzmengen aber oft sehr ge- 
ring sind, bzw. fur den Bioassay benotigt werden, wurden 
Kodierungsverfahren entwickelt; in einer Paralleisynthese 
wird dabei die Reaktionsgeschichte der Perle chemisch auf 
dem Polymerharz festgehalten. 

Demgegen liber stefaen Methoden, bei welchen alle Be- 
standteile des Substanzpools in von vomherein raurnlich ge- 
trennten Bereichen synthetisiert werden. Das Festphasentra- 
germaterial wird in einer vorgegebenen zweidimensionalen 
Anordnung ("array") vorgelegt; das jeweilige Reaktionspro- 
tokoll bzw. die entsprechende Zielstruktur ist iiblicherweise 
durch eine xy-Koordinate definiert Ein sehr illustratives 
Beispiel wurde von Fodor et al durch den Aufsatz "Light- 
Directed, Spatially Addressable Parallel Chemical Synthesis" 
Science 251 (1991) pp. 767-773 verdffentlichL Darin wer- 
den mit lichtempfindlicfaen Schutzgruppen beschichtete 
Glastrager durch photolithographische Prozesse in tausend 
mikroskopisch kleine Substanzfelder aufgegliedert. 

Andere Verfahren benutzen ebenfalls Glasplatten, oder 
mit Perlen gefiillte mikrokompartmentierte Siliziumschei- 
ben, "Chips". 

Die Synthese auf mit Polymerharz beschichteten Staben 
(Pin-Technologie, siehe "Use of peptide synthesis to probe 
viral antigens for epitopes to a resolution of a single amino 
acid" H. M. Geysen et al, Proc. NatL Acad. Sci. USA 81 
(1984) pp. 3998-4002) hat den Vorteil, mit dem weit ver- 
breiteten 96-Kammem-Nfikrotiterplattenformat kompatibel 
zu sein. Die in der Festphasensynthese bereits erprobten und 
bekannten Tragermaterialien konnen mit der kommerziellen 
Van ante der Pin-Tec hnik nicht prozessiert werden. Jedoch 
sind auch schon FSns beschrieben worden, welche mit Glas- 
oder Polymerperlen gefiiUt werden konnen ("Diversomers: 
An approach to nonpeptide, nonoligomeric chemical diver- 
sity" S. Hobbs De Witt et al, Proc. NatL Acad. Sci. USA 90 
(1993) pp. 6909-6913). In all diesen Fallen wirkt sich fur 
die angestrebte Parallelisierung und Automatisierung der 
Arbeitsschritte ungunstig aus, daB die Pins, Chips oder 
Rohrchen nur TVager fur die feste Phase darstellen; die Fliis- 
sigkeitszufuhr ist nicht im System integriert und muB sepa- 
rat durch Eintauchen oder Spulen erfolgen, siehe den Uber- 
sichtsartikel "Multiple Peptide Synthesis Methods and Their 
AppHcations" G. Jung et al, Angew. Chem. Int. Ed. 'Engl. 31 
(1992) pp 367-383, auch in Angew. Chem. 104 (1992) S. 
375 ff. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, einen 
einfach aufgebauten Reaktor fur mikrochemische bzw. mi- 
krobiologische Synthesen zu schaffen, der im Laborbetrieb 
eine erhebliche Vereinfachung und Beschleunigung der 
Syntheseschritte so wie eine Verringerung des instrumentel- 
len Aufwandes bei der Synthese ermdglicht und der dariiber 
hinaus fur die Laborautomatisierung und die Prozessierung 
groBer Probenzahlen im ml-Bereich besonders geeignet ist 

GemaB der Erfindung wird diese Aufgabe durch die kenn- 
zeichnenden Merkmale des ersten Paten tan spruchs gelost. 
Die vorliegende Erfindung beinhaltet also einen Reaktor, 
der eine Vereinigung einer Pipette und eines Reaktionsgefa- 
Bes darstellt. Diese Bauform aus Reaktor und Pipette besitzt 
im unteren Bereich, in der Nahe der Pipettenspitze, einen 
oder mehrere Auslasse und/oder eine mit Filtem oder Fritten 
abgedeckte Offhung zum En- und/oder Auslassen der Hiis- 
sigkeiten und oben einen Ansatz zum AnschluB einer Do- 
sierhilfe. Vorteilhaft kann innerhalb der Pipette ein offenba- 
res VerschluBmittel, vorzugsweise in Form einer magneti- 
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sierbaren Kugel vorgesehen sein, die mit der Umfangswan- 
dung der Pipette Oder dutch Lagerung auf einem eingesetz- 
ten Ring ein Kugelventil bildeL 

Es wurde gefunden, daS die Vereinigung von Pipette und 
ReaktionsgefaB in einem Element iiberraschenderweise we- 
sentlich zur Vereinfachung und Beschleunigung der Synthe- 
seprozeBschritte beitragt Zentrifugen, AuffanggefaBe, Fil- 
ler und Absaug- oder Niederschlagsvorrichtungen und deren 
Bedienung werden durch die Erfindung entbehrlich. 

Ein weiterer unerwarteter Vorteil besteht in der verkurz- 
ten Reaktionszeit durch die bessere Durchmischung der Re- 
aktanden. Bei Einheit von Pipette und ReaktionsgefaB kann 
die flussige Phase beliebig oft aufgenommen und wieder ab- 
gegeben werden, die gclosicn Reagenzien werden dabei auf 
besonders effiziente Wcisc an der Festphase vorbeigefuhrt. 
Die Reakuonen sind dadurch wesentlich schneller zum Re- 
aktionsgleichgewichl /.u bringcn. 

Herkommliche Filiralions- oder Absaugverfahren lassen 
dies nicht zu und miisscn cntwcdcr wesentlich langere Inku- 
bationszeiten in Kauf nchnien oder MaBnahmen ergreifen, 
um die Festphase im ReaktionsgefaB durch Gasstrome, me- 
chanisches Schutteln oder Uiiraschall zu bewegen, bzw. in 
einem Ofen oder Tempcricrbad oder -block zu erwarmen. 

Die Erfindung umfaBt jedc Kombination aus chemisch 
oder biologisch modifizicnen Oberfiachen und einer Pipet- 
tenspitze. Die modifizicrtc Obcrflache kann Bestandteil der 
Pipettenspitzeninnenobcrflachc sein, oder die Pipettenspitze 
kann als Behaltnis fur Potymerharzperlen oder Glaspartikel 
dienen. Weiterhin kann die Pipettenspitze als Halterung fur 
Glaskapillaren oder GlasgefaBe fungieren, wobei die Reak- 
tion auf Festphasenoberflachen in den Glasbehaltnissen 
stattfindeL Die Erfindung umfaBt auch Pipettenspitzen fur 
die homogene chemische und enyzmatische Synthese, so- 
wie fur Immunoassays. Hierbei befinden sich vorgelegte 
Reagenzien in kovalent gebundener, adsorbierter oder adha- 
rierter Form in oder auf der Pipettenspitze. 

Bevorzugt sind die handelsubliche Einwegpipettenspit- 
zen fur Volumina von 0.01 bis 5 ml, welche mit reaktiven 
Festphasen in loser oder strukturierter Form oder als Block 
befullt sind und einen Filter besitzen, um den Austausch von 
Flussigkeiten zu gewahren und dabei die Festphasen zu- 
ruckzuhalten. 

Besonders bevorzugt ist einc Pipettenspitze aus Polypro- 
pylen mit einem Volumcn von 0.01 bis 1 ml, welche mit 
Syntheseharz gefullt ist und deren untere Offnung mit einer 
magnetisierbaren*Stahlkugel oder Glaskugel verschlossen 
ist; ihre Seilenwand kann mil Bohrungen von 0.1 mm 
Durchmesser perforiert sein. Die Perforation erlaubt den 
Austausch der Flussigkeit. Die Kugel kann bei Bedarf von 
auBen magnetisch angehoben werden, um das Entfemen des 
Syntheseharzes aus der Spilze oder den Eintrag von Synlhe- 
seperlen in die Spitze zu ermoglichen. 

Der erfindungsgemaBe Reaktor kann beispielsweise so 
verwendet werden, daB die Pipettenspitzen mit chemisch 
oder biologisch aktiven Molekiilen oder Gruppen beladen 
werden. Diese modifizierten Pipettenspitzen werden an- 
schlieBend - durch bevorzugt automatische Manipulation - 
mit Losungsmitteln oder Waschreagenzien gefullt. Dabei 
finden in den Pipettenspitzen chemische Synthesen oder 
biologische Wechselwirkungen staU. 

Eine manuelle Synthese eines Dipeptids wird beispielhaft 
durchgefuhrt. Hierzu wird eine Kapillare (2 ml Volumen, 
EM) mit 80 Perlen eines mit einer Aminosaure und einem 
saurelabilen Linker beladenen Polystyrolharzes (Fmoc-Ala- 
HMPB, Novabiochem) befullt und in eine Pipettenspitze 
eingesteckt. Die Kapillare wird mit Hilfe einer automati- 
schen Pipette (Eppendorf) funfmal mit 20% Piperidin/DMF 
und funfmal mit einer Losung von Fmoc-Phe-OH (0.25 M), 
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HBTU (0.25 M), HOBt (0.25 M), DIEA (0.5 M) in DMF 
und dreimal mit DMF gespult. Die Perlen werden in 0.25 ml 
5% TFA/DCM tiberfuhrt und nach 15 min abfiltriert Das 
Filtrat wird eingedampft und in 0.1 ml AcetoiritrilVO.1% 

5 TFA aufgenommen. 20 ml werden mittels HPLC (RP 18 
Sauie, linearer Gradient von 5 auf 95% Acetonitri lAVasser 
in 35 min, UV-Detektion bei 220 nm) analysiert Eine Pea- 
kidentifikation geschieht durch Vergleich mit Referenzsub- 
stanzen. Das HPI^Chromatogramm zeigt das Produkt 

to Fmoc-Phe-Ma-OH (Retentionszeit tR 23.088 min) in hoher 
Reinheit und guter Ausbeute. 

Eine automatisierte Synthese wird beispielsweise an 
Hand des Dodecapeptids H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-ne-Pro- 
Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH durchgefuhrL Zehn perforierte 

15 und mit Kugelventilen versehene Pipettenspitzen wurden 
mit je 2mg Syntheseharz Fmoc-Gln(Trt)-SASRIN (Ba- 
chern, Heidelberg) befullt Die Spitzen werden auf einen Pi- 
pettierroboter (Tomtec Quadra, Zinsser Analytic, Frankfurt) 
gesteckt und durch Aufsaugen, Inkubieren und Abgeben 

20 von in MikrotiterplattengefaBe vorgelegten Reagenzien elf 
Synthesezyklen unterzogen. Dabei besteht ein Synthesezy- 
klus aus folgenden Schritten: 

1 x je 2.3 min Inkubalion mit 0.05 ml Dichiormethan, 
25 2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dimethylforma- 
mid (DMF), 

4 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml 20%igem Piperi- 
din/(DMF) aus einem GefaB mit insgesamt 0.15 ml 
Reagenzlosung, 

30 1 x je 2 min Inkubalion mit 0.05 ml Dichiormethan, 
3 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 
6 x je 2.25 min Inkubation mit 0.05 ml 0.5 M Fmoc- 
Aminosaure-OP-Ester, 1 M Hydroxybeniotriazol 
(HOBt)) 1 M Diisopropylethylamin (DIEA) aus einem 

35 GefaB mit insgesamt 0.17 ml Reagenzlosung, 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml AcetanhydridV 
DIEA/HOBt, 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichiormethan. 

40 

Die aus den Pipettenspitzen erhaltenen Produkte werden 
mit Trifluorcssigsaure/Wasser vom Syntheseharz abgespal- 
ten, entschiitzt und durch Etherprazipitation isoliert Die 
Analytik dieser Produkte mit Hochdruckflussigkeitschroma- 
45 tographie (HPLC) zeigt Remheiten von iiber 95%; ihre Ana- 
lytik mittels Massenspektrometrie bestatigt die Richtigkeit 
der Strukturen. Unterschiede zwischen den Produkten aus 
den verschiedenen Pipettenspitzen wurden nicht festgestellt. 
Die Qualitat der Substanzen ist von gleicher Gute wie die ei- 
50 ner kommerziell erhaldichen, HPLC-gereinigten Referenz- 
substanz (Hirudin 54-65 desulfated, Bachem, Heidelberg). 

Die Erfindung wird nachstehend an Hand der schemati- 
schen Zeichnung von vier Ausfuhrungsbeispielen naher er- 
lautert Es zeigen: 
55 Fig. 1 eine Pipettenspitze mit Magnetkugel, 
Fig. 2 eine unten verschlossene Pipettenspitze, 
Fig. 3 eine Pipettenspitze, die durch Fritte oder Filter mit 
reaktiver Oberflache verschlossen ist und 

Fig. 4 eine durch Fritte oder Filter ohne reaktive Oberfla- 
60 che verschlossene Pipette. 

In Fig. 1 ist ein ernndungsgemaBer Reaktor dargestellt, 
bei dem eine an sich ubliche Pipette 1, die einen Ansatz 2 fur 
eine nicht dargestellte Dosierhilfe aufweist, im unteren, ver- 
engten Umfangsbereich, am ein- bzw. auslaBseitigem Ende 
65 3 mit loch- bzw. schlitzartigen Offnungen 4 versehen ist. Im 
ein- bzw. auslaBseiugem Ende 3 ist weiterhin eine mit die- 
sem ein Kugelventil bildende Kugel 5 vorgesehen, die be- 
vorzugt aus einem magnetisierbaren Material gefertigt ist 
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Oberhalb der Kugel 5 ist ein reaktiver Trager 6 in Perlen- 
form eingebracht wobei die Fulls tandshohe dieser Perien 
bevorzugt so bemessen ist, daB alle OfFnungen 4 erfaBt wer- 
den. Die Offhungen 4 dienen dem Austausch von Flussig- 
keit, wahrend das durch die Kugel 5 und das ein- bzw. aus- 5 
laBseitige Ende 3 gebildete Kugelventil dem Aufhehmen 
oder dem Entfemen der Perien (Partikel) 6 aus der Spitze 
der Pipette 1 dienL 

Fig, 2 stellte eine zweite Ausfuhrungsforrn der Pipette 1 
dar, bei der aber der Pipettenaustritt, das untere, verengte io 
Ende 3, verschlossen ausgefuhrt ist Bei dieser Ausfuh- 
rungsform sind wieder loch- oder schlitzartige Oflfnungen 4 
und ein reaktiver Trager 6 in Perlenform, jedoch ist kein Ku- 
gelventil vorgesehen. 

In Fig, 3 ist eine Pipette 1 am ein- bzw. auslaBseitigen 15 
Ende 3 mit einer Fritte oder einem Filter 7 versehen, der/ 
dem eine entsprechend reaktive OberMache gegeben ist, so 
daB der gesonderte reaktive Trager in Perlenform entfallen 
kann. Die Fritte oder der Filter 7 enthalt die OfFnungen fur 
den Russigkeitsaustausch. 20 

Fig, 4 stellt eine weitere Ausfuhrungsforrn dar, bei der 
das ein- bzw. auslaSseitige Ende 3 zwar mit einer Fritte oder 
einem Filter 7 verschlossen, der reaktive Trager 6 jedoch 
wiederum in Perlenform in die Pipette 1 eingebracht ist Das 
hat den Vorteil, das der reaktive Trager 6 im BedarfsfaU 25 
leichter auswechselbar ist. 


Patentanspruche 

1. Reaktor fur rnikrochemische und/oder mikrobiolo- 30 
gische Reaktionen, der eine Pipette mit einem Dosier- 
ansatz umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB in der 
Pipette in der Nahe ihres unteren, verengten Endes ein 
reaktiver Trager mit mindestens einem immobilisierten 
Reaktionspartner vorgesehen ist 35 

2. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der reaktive Trager in Form von Partikeln ausgebil- 
det ist 

3. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der reaktive Trager als Fritte oder Filter ausgebil- 40 
det ist 

4. Reaktor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette in ihrem unteren Umfangsbereich mit 
loch- bzw. schlitzformigen Ofimungen versehen ist 

5. Reaktor nach den Anspruchen 2 und 4, dadurch ge- 45 
kennzeichnet, daB die Partikel den Umfangsbereich mit 
den loch- oder schlitzformigen Offhungen entnehmen. 

6. Reaktor nach mindestens einem der voranstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette an 
ihrem unteren, verengten Ende verschlossen ist 50 

7. Reaktor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette an ihrem unteren, verengten Ende mit 
einem Kugelventil verschlieBbar gestaltet ist 

8. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette an ihrem unteren, verengten Ende mit 55 
einer Fritte oder einem Filter versehen ist 

9. Reaktor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kugel des Kugelventils magnetisierbar ausge- 
bildet ist 

10. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 60 
net daB die Pipette aus Polypiopylen besteht 

11. Reaktor nach Anspruch 1 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Volumen der Pipette 0,01 bis 
1 ml umfaBt 


Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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